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斯 氏 按 蚊 肽 聚 糖 识别 蛋白 基因 PGRP-LCI 的 
克隆 及 功能 分 析 
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摘要 : 天 生 人 免疫 系统 是 昆虫 抵御 外 界 病原 入 侵 的 主要 方式 。 目 前 研究 发 现 ，Imd 信号 通路 与 按 蚊 感 染 柏 氏 症 原 忠 
Plasmodium berghei 的 强度 密切 相关 , 而 PGRP-LC1 是 Imd 信和 号 通路 最 上 游 的 受 体 之 一 。 为 了 人 研究 斯 氏 按 蚊 Anopheles 
stephensi RRR IE H PGRP-LC1, 采用 RT-PCR 并 结合 RACE 技术 克隆 斯 氏 按 蚊 PCRP-ZC7 基因 , 通过 序列 比较 
分 析 , 得 到 两 条 cDNA 序列 , 其 开放 阅读 框 分 别 为 1 365 bp 和 1 290 bp, 3' 非 编码 区 为 320 bp, 5' 非 编码 区 为 240 bp. 
将 两 条 cDNA 分 别 命名 为 AsPGRP-LC1a( GenBank 注册 号 GU214232 ) 和 AsPGRP-LC1b( GenBank 注册 号 GU214233 ) 。 
AsPGRP-LCla 编码 454 个 氨基 酸 , 分 子 量 约 为 49. 07 kDa; AsPGRP-LC1b 编码 429 个 氨基 酸 , 分 子 量 约 为 46.3 kDa, 
AsPGRP-LC1b 比 AsPGRP-LC1a 少 一 个 长 度 为 75 bp 的 外 显 子 , BAITE TEK HEEF Anopheles gambiae PGRP-LC1 基 
因 的 某 些 可 变 前 切 形式 中 也 有 发 现 。 分 别 将 两 个 斯 氏 按 蚊 PGRP-LCI 基因 在 冈比亚 按 蚊 细 胞 系 [3-5 和 斯 氏 按 蚊 细 
胞 系 MSQ43 中 过 量 表达 , 通过 双 交 光 素 酶 检测 系统 检测 抗菌 肽 的 表达 情况 , 结果 显示 克隆 得 到 的 PCRP-ZC7 基因 在 
两 种 细胞 系 中 均 能 够 启动 Imd 信号 通路 , 为 进一步 研究 斯 氏 按 蚁 的 Imd 信号 通路 提供 了 依据 。 

关键 词 : 按 蚊 ; MRM; HR; 肽 聚 糖 识别 蛋白 ; Imd 信号 通路 ; 克隆 ; 过 量 表 达 ; 抗菌 上 肽 
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Abstract: Insect defense against pathogen invasion mainly rely on innate immunity system. Recent research 
showed that Imd pathway is involved in limiting the number of Plasmodium berghei oocysts developing in 
mosquito midgut, and PGRP-LC1 is one of the receptors of Imd pathway. In order to investigate PGRP-LC1 
in Anopheles stephensi, we cloned the PGRP-LCI gene through a combination of reverse transcription 
polymerase chain reaction (RT-PCR) and rapid amplification of cDNA ends (RACE) approaches. Two 
cDNA fragments, with the open reading frame (ORF) of 1 365 bp and 1 290 bp respectively, were 
obtained. The 3’ untranslated region (UTR) is 320 bp, and the 5’ UTR 240 bp. We named the two 
sequences as AsPGRP-LCla (GenBank accession no. GU214232) and AsPGRP-LC1b (GenBank accession 
no. GU214233) , respectively. AsPGRP-LCla encodes a polypeptide of 454 amino acids with a predicted 
molecular weight of 49.07 kDa. AsPGRP-LC16 encodes a polypeptide of 429 amino acids with a predicted 
molecular weight of 46.3 kDa. AsPGRP-LC16 contains one exon less than AsPGRP-LCla. The exon is 75 
bp and present in some of the alternative splicing isoforms of Anopheles gambiae PGRP-LCI too. The two 
PGRP-LC1 genes were over-expressed in both A. gambiae cell line L3-5 and A. stephensi cell line MSQ43. 
The expression profile of antimicrobial peptides was monitored by dual luciferase assay system, and the 
results showed that the PGRP-LCI we cloned could activate Imd pathway in both cell lines, which provided 


basis for further investigations of Imd pathway in A. stephensi. 
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昆虫 占 地 球 已 知 动物 物 种 的 90% 以 上 , 它们 能 
如 此 成 功 地 在 地 球 上 生存 和 繁衍 ， 其 中 很 重要 一 部 
分 原因 要 归功 于 其 强大 的 天 生 人 免疫 系统 。 和 浓 椎 动 
物 不 同 , 昆虫 没有 获得 性 免疫 ,为 了 抵御 外 界 微 生 
物 和 寄生 虫 的 入 侵 , 它们 只 能 依 徘 天 生 人 免疫 来 完 
成 。 肽 聚 糖 识别 蛋白 (peptidoglycan recognition 
protein, PGRP) 家族 就 是 昆虫 天 生 人 免疫 系统 中 一 个 
重要 的 组 成 部 分 ( Steiner, 2004) 。 第 一 个 肽 聚 糖 识 
PEHEA Bombyx mori 中 发 现 的 , 该 重 日 能 
够 结合 肽 聚 糖 ， 从 血清 中 清除 该 重 日 后, 多 酚 氧 化 
酶 级 联 反 应 将 被 抑制 (Yoshida et al., 1996), HR 
在 黑 腹 果 晶 Drosophila melanogaster 基因 组 中 共 发 现 
了 13 ARRIR E HA (Adams et al., 2000; 
Myers et al., 2000) 。 根 据 大 小 不 同 , 这 些 肽 聚 糖 识 
别 和 蛋白 被 分 为 两 大 类 : 较 短 的 PGRP-S, 主要 是 分 泌 
型 蛋白 , 较 长 的 PGRP-L 主要 是 跨 膜 蛋白 或 细胞 内 
4% A (Yoshida et al., 1996; Werner et al., 2000) 。 

PGRP-LC 是 PGRP-L 家 族 中 的 一 员 。 在 果 晶 
H, PGRP-LC 负责 感受 革 兰 氏 阴 性 细菌 的 刺激 , 并 
激活 Imd 信号 通路 (Michel et al., 2001; Gottar et 
al., 2002; Choe et al.，2005 ) 。 人 研究 还 发 现 PGRP- 
LE 能 够 与 PCRP-LC 协同 作用 , 共同 激活 Imd 信号 
通路 (Takehana et al., 2004), Imd 信和 号 通路 被 激活 
以 后 , 将 导致 NF-kB 转录 因子 Relish AK, 局 动 一 
系列 抗菌 肽 的 表达 ， 如 diptericin 和 cecropin ( Choe 
et al., 2005), Imd 信号 通路 的 激活 还 会 导致 
PGRP-LB 的 上 调 , 该 蛋白 能 够 降解 昔 兰 氏 阴 性 细菌 
的 肽 聚 糖 ， 从 而 下 调 Imd 信号 通路 , 起 到 负 调 控 的 
作用 (Zaidman-Remy et al., 2006) 。 

eX] EE FN Anopheles gambiae 中 ,目前 发 现 
了 7 个 肽 聚 糖 识别 蛋白 基因 , 其 中 包括 3 个 PGRP-S 
和 4 个 PGRP-L( Christophides et al., 2002), 与 果 晶 
中 情况 相似 , KEE E PGRP-LC 基因 通过 可 变 剪 
切 产生 至 少 3 种 不 同形 式 , PGRP-LC1, PGRP-LC2 和 
PGRP-LC3 (Christophides et al., 2002 ) ,而 这 3 种 形 
式 的 可 变 剪 切 又 可 进一步 被 细 分 成 更 多 的 种 类 (Lin 
et al., 2007) 。 在 细胞 系 中 运用 RNA 干扰 (RNAi) 技 
术 , 分 别 下 调 PGRP-LC Ap A] AS BY WIE SK SEA Ze 
iS, 证 明 PGRP-LCL 对 于 Imd 信号 通路 的 激活 至 关 
重要 ,而 过 表达 PGRP-LC1 则 会 导致 抗菌 肽 基因 ， 如 
Cecl 和 Caml 等 的 表达 量 的 大 幅度 提高 (Lin et al., 


2007); 52k, Imd 信号 通路 也 与 控制 蚊虫 中 肠 中 并 
原虫 卵 塞 数目 相关 (Meister et al., 2005 ) 。 当 Imd {F 
号 通路 被 下 调 时 ,感染 蚊虫 的 中 肠 闪 原虫 卵 赛 数目 
会 明显 增加 。 因 此 , 作为 Imd 信号 通路 最 上 游 的 受 
体 之 一 , PGRP-LCI1 的 功能 就 显得 格外 重要 。 

为 了 研究 斯 氏 按 败 肽 聚 糖 识 别 蛋 日 PCRP-LC1 
的 功能 , 我 们 采用 RT-PCR 扩 增 并 结合 RACE 技术 
克隆 得 到 其 基因 的 两 种 可 变 藤 切 形 式 , 并 分 别 在 内 
比 亚 按 蚊 细胞 系 [3-5 和 斯 氏 按 蚊 细胞 系 MSQ43 中 
过 量 表达 , 通过 双 灾 光 系 酶 检测 系统 检测 抗菌 肽 的 
表达 情况 , 结果 显示 , 克隆 得 到 的 斯 氏 按 蚊 PGRP- 
LC1 基因 在 两 种 细胞 系 中 均 能 够 启动 Imd 信和 号 通 
路 ， 守 人 臻 相应 抗菌 肽 基因 表达 量 的 升 高 。 


1 材料 和 方法 


1.1 材料 
1.1.1 细胞 系 : 斯 氏 按 蚊 细 胞 系 MSQ43 (Luna et 
al., 2006 ) 和 囚 比 亚 按 蚊 细 胞 系 L3-5 ( Zheng et al., 
1997 ) 为 本 实验 室 保 存 , 均 使 用 含 10% 胎 牛 血清 
(FBS ) & fia tt #2 5 FR ( Schneider’ s Drosophila 
medium, Invitrogen) 进行 培养 , 培养 温度 27%C 。 
1.1.2 主要 试剂 : 施耐德 培养 基 、 胎 牛 血 清和 
RACE 试剂 盒 . 表 达 质 粒 pAC5. 1/V5-HisB 均 购 目 
Invitrogen 公司 ;RNA 抽 提 试剂 盒 \ 质粒 抽 提 试剂 盒 
和 细胞 转 染 试剂 盒 均 购 目 Qiagen 公司 ;cDNA 合成 
试剂 盒 购 目 Toyobo 公司 ;限制 性 内 切 酶 .PCR Taq 
iit DNA marker $I T RAW H TaKaRa 24] s IUK E 
素 酶 检测 试剂 盒 购 HA Promega 公司 ;用 于 Western 
blotting 的 一 抗 二 抗 分 别 购 目 Abcam 和 Chemicon 公 
P); EH Marker 购 目 全 氏 金 公司 ; 碱 性 克 酸 酶 检测 
试剂 盒 购 目 Bio-Rad 公司 ;引物 合成 与 DNA 测序 均 
由 Invitrogen 公司 完成 。 
1.2 RNA 提取 和 cDNA 合成 

取 1 mL, 约 10’ 个 MSQ43 细胞 ， 用 于 抽 提 
RNA。 总 RNA 由 Qiagen RNeasy 试剂 盒 抽 取 , 并 用 
RNase-free DNAse 处 理 ， 以 去 除 基因 组 DNA 的 污 
染 。 取 2 wg 总 RNA 按照 Toyobo 反 转 录 试 剂 盒 说 明 
书 反 转录 合成 cDNA。 
1.3 斯 氏 按 蚊 PCRP-ZLC7 基因 的 克隆 

通过 对 已 知 的 内 比 亚 按 蚊 PGRP-LC] 和 黑 腹 果 晶 
PGRP-LC 基因 序列 的 比较 分 析 , 设计 简 并 引物 MSQF : 
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5’-AACTCSWCRGAYRTSACGTTY-3’#] MSOR: 5’-CRTC 
NCCNCCNAYNARAAANT-3’, 扩 增 斯 氏 按 蚊 PGRP- 
LC] 基因 片段 。PCR 产物 连接 pMD18-T 载体 
(TaKaRa), 并 送 测序 。 测 序 结果 通过 BLAST 分 析 ， 
确定 是 PGRP-LC1 基因 片段 。 

根据 得 到 的 基因 片段 , 设计 特异 的 3'RACE 引 
物 : 5'-GATATCGCTCATGATCGTTCTGT-3’ 和 5’ 
RACE 引物 5’-CATGACGATAAAGCTGAGCAA-3’, 
配合 Invitrogen RACE 试剂 盒 扩 增 斯 氏 按 蚊 PGRP- 
LC] 基因 3 和 5 " 端 序列 。 再 根据 获得 的 3 和 5 ' 端 序 
列 , 设计 引物 AsLCNotlF .5’-AATTTGCGGCCGCATG 
GCACTGGCAAGGAACG-3’ 和 AsLCXbaIR :5’-GCTCT 
AGACTAAAATGTTCACTGAAATGCGGC-3’ ff 增 
AsPGRP-LC1 全 长 基因 。PCR 产物 连接 pMD18-T & 
体 , 并 送 测序 。 用 Not I F Xba I M T RAEN 
切 下 基因 片段 , 并 亚 克 隆 到 pAC5. 1/V5-HisB 载体 
E, 这样 , 我 们 就 将 斯 氏 按 蚊 PCRP-ZC7 基因 阅读 
HERA T ERRI Actin 5C 启动 子 之 后 , 并 在 3" 端 
连接 了 VS 和 His 表达 标签 。 

1.4 目的 基因 的 生物 信息 学 分 析 

序列 同 源 性 比 对 和 相似 性 搜索 用 BLAST 软件 
进行 (http://www. ncbi. nlm. nih. gov/ BLAST/) > & 
日 质 结构 域 预 测 采 用 SMART 软件 ( http : //smart. 
embl-heidelberg. de/)。 采 用 CLUSTALX 和 MEGA 
4. 1 软件 构 建 进化 树 。 

1.5 ”细胞 转 染 

转 染 所 用 质粒 : 过 量 表达 质粒 pACS. 1/V5-HisB- 
AsPGRP-LCla 和 pAC5. 1/V5-HisB-AsPGRP-LC1b 为 
本 实验 构建 , pAC5. 1/V5-HisB-AgPGRP-LC1 为 本 实 
验 室 之 前 构建 (Chen et al., 2009) 。 双 菊 光 素 酶 检测 
系统 所 用 质粒 均 为 本 实验 室 之 前 构建 (Zheng and 
Zheng, 2002; Hoa and Zheng, 2007 ) pGL3-Cec1, 
pGL3-Gaml 和 pGL3-Defl 分 别 为 将 Cecl, Gaml 和 
Def1 WAWA AT EF EKE Photinus pyralis YE 
素 酶 基因 luc2 上 游 。 作 为 内 参 的 质粒 pAct5C-Renilla 
Ay E ig FE HA Acting 5C 启动 子 置 于 海参 Renilla 
reniformis KICA WALA hRluc 上 游 。 

转 染 之 前 在 24 孔 板 内 铺 细 胞 L3-5 或 MSQ43, 
大 约 5 x 10° 个 细胞 / 孔 , 待 细胞 密度 达到 70% ~ 
90% 时 进行 转 染 。 转 染 使 用 Qiagen 转 染 试剂 盒 
Effectene。 每 扎 转 染 质 粒 包 括 : 200 ng 过 量 表 达 质 
粒 pACS. 1/V5-HisB-AsPGRP-LCla, pACS. 1/V5- 
HisB-AsPGRP-LC1b 或 pAC5. 1/V5-HisB-AgPGRP- 
LC1 , 200 ng pGL3-Cecl , pGL3-Gaml 或 pCL3-Defl , 


3 ng pActSC-Renilla, FEY 24 h 后 , 收集 细胞 , 用 于 
Western blotting 和 双 严 光束 酶 检测 。 
16 MRR 

细胞 转 染 24 h 后 ,使 用 Promega 公司 Dual 
Luciferase Assay ANEMIC, BIC AE A BIE 
光度 计 测 定 。 每 组 实验 均 重复 3 次 ， 以 保证 结果 真 
实 可 和信。 每 次 实验 包含 3 次 独立 的 检测 。 以 Actin 
5C 局 动 子 启 动 表 达 的 Renilla RICA MTG HEWN A 
参 , NG A eK RRR A ERR HY TT a IS a 
子 活性 均一 化 。 
1.7 Western blot 

细胞 转 染 24 h 后 ,离心 细胞 ， 取 沉淀 ， 加 入 
SDS-PAGE 上 样 缓冲 液 , 剧烈 震荡 混 匀 后 , 沸水 浴 5 
min。 样 品 在 10% 的 SDS-PAGE 中 电泳 之 后 ， 转 膜 ， 
分 别 以 兔 源 的 抗 表达 标签 V5 的 抗体 (Abcam， 
Cambridge, UK) 为 一 抗 , ACHR Da THE Be BS EY i Ge 
抗体 (AP，Chemicon Temecula, CA) 为 二 抗 进行 
Western blotting。 碱 性 磷酸 酶 活性 由 Bio-Rad 公司 
的 碱 性 磷酸 酶 检测 试剂 盒 检 测 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 斯 氏 按 蚊 PGRP-LCI 基因 的 克隆 和 序列 分 析 

RACE 分 别 获 得 AsPGRP-LC1 基因 5' 和 3' 端 序 
列 之 后 , 根据 基因 序列 和 表达 载体 需要 设计 了 正 问 
和 反 回 引物 , 用 cDNA 扩 增 ,获得 约 1.3 kb Air, 
割 胶 回收 , 连接 了 载体 , 转化 大 肠 杆菌 Escherichia 
coli TOP1O, 挑 取 5 个 阳性 克隆 送 测序 。 测 序 绪 
显示 , 胶 回 收 的 PCR ERDE, 其 中 包括 两 条 
序列 , 两 条 序列 之 间 的 差异 仅 为 73 bp。 为 了 区 别 ， 
将 较 长 的 序列 命名 为 4sPGRP-LC1a, 较 短 的 序列 命 
名 为 4sPCRP-ZC710。 两 条 序列 的 开放 阅读 框 长 度 分 
别 为 1 365 bp 和 1 290 bp, HA MMs Fear ay 
49.07 kDa 和 46.3 kDa, cDNA 序列 3“ 非 编码 区 长 
度 为 320 bp, $ 非 编码 区 为 240 bp. AsPGRP-LCla 
Al AsSPGRP-LC1b 序列 均 在 GenBank 提交 , 注册 号 分 
Fly GU214232 和 GU214233 。 

通过 BLAST 4) Hr & BL, AsPGRP-LCla tt 
AsPGRP-LC1b 多 出 一 个 75 bp 的 外 显 子 ,该 外 显 子 
在 与 内 比 亚 按 蚊 PGRP-LC1 SEA AY FEE n AE BY 
式 中 也 存在 , 说 明 AsPGRP-LCla 和 PCRP-LC16b 是 
同一 个 基因 在 转录 时 可 变 剪 切 产 生 的 不 同形 式 。 
AsPGRP-LCla MX) HE Ekt PGRP-LC1 基因 比 对 显 
W, 两 个 基因 在 核 车 酸 序列 和 和 借 日 序列 水 平 上 分 别 
存在 82% 和 72% 的 相似 性 。AsPGRP-LCla 的 cDNA 
全 长 序列 见 图 1。 
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TGCTTTCTTCGGTGGCGTTTCTTCGATAAAACTTCAAACCAGTGACTCACCCAGCCAGTT 
TATTTTTACAGACTTACTTCGCCCGTTTTCAACGT TCAGCGGGGGAAGGGAAGGAACATT 
CTTCCGCCAAGATGCCTCTCGATGTTTGCTGGAGATAATAGTATCAACAACT TAAGCAGA 


TAGCTTTCGGAATATCTGACTAGCTGACCACCGACAACCCGCACCATTACGTACCAAACG 
MAL ARN A QS IT EN E A P F K T GG 
[ATGGCACTGGCAAGGAACGCCCAATCGATAGAAAATGAAGCACCATTCAAGACCGGAGGA 
Y S T TQ P PP KG 6G I D TV AGGVN 
TACAGCACGACACAGCCGCCACCGAAAGGTGGGATCGATACGGTTGCCGGAGGAGTAAAC 
S Ps T V T Ss T T T DS T RGS LS N I 
AGCCCGAGTACCGTGACCAGCACCACAACCGACAGCACCAGAGGCAGTCTCTCCAATATC 
S T SS I K R T DN AC DOD OD S S$ A F OD 
TCGACGTCATCCATCAAACGGACAGACAACGCCTGCGATGACGATTCGAGTGCCTTCGAT 
S S S$ S$ NG Gc Ss DT E C E DD T IKRA 
AGCAGCAGCAGCAACGGTGGCAGCGATACCGAGTGTGAGGATGATACCATCAAGCGCGCC 
I D R I PGA LV PGE A RYV LPN GN 
ATTGACCGTATCCCGGGTGCGCTGGTACCCGGGGAAGCACGCGTACTCCCGAACGGGAAT 
L KV GA EA IS P AVR PN PG QP S 
CTTAAGGTTGGCGCTGAAGCGATCAGTCCCGCAGTGCGGCCCAACCCGGGCCAACCCTCC 
A I GA I AV HN S S DI T F GN EK T Y 
GCCATCGGGGCGATCGCGGTGCACAACTCGTCCGACATCACGTTCGGCAACAAAACGTAC 
I K G Q VV IK N IY QD KR K QGA A N 
ATTAAGGGGCAGGTGGTGATAAAGAACATCTACCAGGATCGTAAGCAGGGGGCCGCCAAC 
Q GY S V H EN DT TOD TS AT K K V P 
CAGGGATACAGTGTGCATGAAAACGATACTACCGACACCAGTGCTACTAAAAAAGTACCT 
P S A S I PP EP RT WQS Ss L Kk T I I 
CCTTCAGCGTCGATACCTCCGGAGCCACGCACCTGGCAATCTAGTCTAAAGACAATCATC 


P P 
TTCCCTGATCCTAGGCCAT TGCGGCTGGTGACGAGAACCGAGTGGCTTGCTCAACCGCCT 
R E EL TOD LK L PV HN V I FT AH T A 
CGCGAAGAACTGACTGATCTTAAGCTACCGGTGCACAACGTCATCATTGCTCACACTGCC 
T EGC T T QQ AC K AL V QS I QR Y 
ACCGAGGGGTGCACTACTCAGCAAGCATGCAAAGCACTAGTGCAATCCATTCAAAGGTAC 
H V N K T K Y GOD IG<Y NF L I G G D A 
CACGTAAACAAAACCAAGTACGGTGATATCGGGTACAATTTTTTGATCGGTGGCGATGCA 
F I Y EG RG WL KM GA HT K OD Y NV 
TTTATCTACGAGGGCCGGGGATGGCTCAAGATGGGTGCCCACACCAAGGACTACAACGTC 
K S HG I A F I GN Y E T V DR PS PE E 
AAAAGCCACGGGATTGCCTTCATCGGTAACTACGAAACTGTCGATCGACCGTCCGAAGAA 
Q I EQ LE LLL RN G TOD GGWL G S$ 
CAAATCGAACAGCTGGAGCTGTTGCTTCGCAACGGTACCGATGGTGGGTGGCTTGGGTCG 
DY R LF Gc A SQ L K S T IS P G K L L 
GACTACCGGTTGTTCGGGGCAAGTCAGCTTAAATCCACCATCAGTCCGGGGAAATTGCTG 
ME K L R LL P H F Ss E H F * 
ATGGAAAAGTTACGTCTGCTGCCGCATTTCAGTGAACATTTT[LAAAGAGGCGAAAAAGTG 
ATCGAGAGTGCACAGGATCGCGTAAGACTGAAGGGGGGGCCTCGTGCTGTAAAACGGTCG 
ATGCAACCGTACGATAAATATATTTATGGTGGGAAACATCGTTTTAAAAATACTTTTAAG 
AATAAGGATCCTTTCAATGCTTCGCAAATGTAGTGAGTGTGATCGTGGACGAACGAACTG 
CTTCCGCAATATTCTTAACATAGTTGGATATCCGTATCCGTATGATACGTTACGTTTATG 
ACATCAATAAAATACTTCTTTTAAACACATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
AAAAA 


斯 氏 按 蚊 AsPGRP-LC1 a 基因 的 编码 区 核 车 酸 序列 及 推导 的 氨基 酸 序 列 (包括 5' 和 3' 非 编码 区 ) 


1 Nucleotide and the deduced amino acid sequences of encoding region of 


AsPGRP-LCla in Anopheles stephensi (including 5’ and 3’ UTRs) 
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黑色 部 分 是 推测 的 AsPGRP-LC1a BRK, 灰色 部 分 是 AsPCRP-LCla HE AsPGRP-LC1b 多 出 的 75 bp 序列 , 方 框 内 是 起 始 密码 子 和 终止 密码 子 。 
The putative transmembrane domain sequences of AsPGRP-LC1a are shown in black parts. The 75 bp sequences that AsPGRP-LCla differs from AsPGRP- 


LC1Ib are shown in grey parts. Start codon and stop codon are boxed. 


运用 CLUSTAL X 和 MEGA4.1 软件 ， 采用 
Neighbor-joining 法 构建 进化 树 ( 图 2) 。 结 果 显示 各 
蚊 种 包括 斯 氏 按 蚊 、 冈 比 亚 按 蚊 、 埃 及 伊 蚊 Aedes 
aegypti FIZ EE Culex quiquefasciatus 的 PGRP-LC 
聚 在 一 起 , 其 中 斯 氏 按 蚁 和 冈比亚 按 蚁 进化 天 系 较 


近 , 埃及 伊 蚊 和 人 致 伴 库 蚊 进化 关系 较 近 。 两 个 
AsPGRP-LC1 与 AgPGRP-LC1 聚 到 一 起 ,进一步 证 
明 我 们 获得 的 序列 确实 是 PGRP-LC1。 为 外 烟草 天 
i Manduca sexta 和 和 家 至 的 PGRP 聚 在 一 起 , WAR 
WE AT Sak ACA BEE Apis mellifera 的 PGRP 聚 在 一 起 。 
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图 2 采用 邻 位 法 构建 的 PCRP 家 族 系统 发 育 树 
Fig. 2 A phylogenetic tree of PGRP family members constructed with the neighbour-joining method 
生物 种 名 及 各 序列 的 GenBank 注册 号 如 下 Species names and the GenBank accession numbers are as follows: 斯 氏 按 蚊 Anopheles stephensi: AsPGRP-LCla 
(GU214232) ,AsPGRP-LC1b (GU214233) ; 内 比 亚 按 蚊 Anopheles gambiae; AgPGRP-LC1 (XM_314103) , AgPGRP-LC2 (XM_558599) , AgPGRP-LC3 (XM_ 
558600) ; 埃及 伊 蚊 Aedes aegypti; AaPGRP-LC (XM_001649201.1); PEER Culex quiquefasciatus; CpPGRP-LC (XM_001848006.1); 烟草 天 蛾 Manduca 
sexta: MsPGRP-1A ( AF413068), MsPGRP-1B ( AF413061); ZÆ Bombyx mori: BmPGRP ( AF441723) ; 黑 腹 果 蝇 Drosophila melanogaster: DmPGRP-LCa 
(NM_140041) ; DmPGRP-LCx (NM_168324) , DmPGRP-LCy (NM_206308 ) ; 75 Glossina morsitans : GlmPGRP-LC (DQ307161) ; 意大利 蜜蜂 Apis mellifera : 


AmPGRP-L (XM_392452). 


2.2 AsPGRP-LCla A AsPGRP-LCIb 在 细胞 系 中 表达 

将 AsPGRP-LCla 和 ASPGRP-LC1b 分 别 连 入 表 
达 载 体 pAC5. 1/V5-HisB, 然后 转 染 斯 氏 按 蚊 细胞 
A MSQ43。24 h 后 取 全 细胞 进行 Western blotting, 
结果 如 图 3。 从 图 中 可 以 看 到 , 在 40 ~60 kDa 范围 
AA HbR, 与 理论 大 小 相符 。 证 明 我 们 元 隆 得 
到 的 AsPGRP-LCla 和 AsPGRP-LC1b 均 能 在 细胞 系 
Hines, ATA Zio eR), 
所 以 在 SDS-PAGE 中 也 无 法 区 分 。 
2.3 AsPGRP-LCla 和 AsPGRP-LCIb 在 细胞 系 中 
过 量 表达 对 Cecl 表达 量 的 影响 

我 们 分 别 将 冈比亚 按 蚊 AgPGRP-LC1 ( Chen et 
al., 2009) 及 斯 氏 按 蚊 AsPGRP-LCla 和 AsPGRP- 
LC1b 在 13-5 和 MSQ43 两 种 细胞 系 中 表达 , FRAG 
双 灾 光 系 酶 检测 法 检测 Imd 信号 通路 下 游 抗 菌 肽 
基因 Cecl 表达 情况 。 结 采 显 示 在 冈比亚 按 蚊 细胞 
系 L3-5( 图 4: A) 和 斯 氏 按 蚊 细 胞 系 MSQ43( 图 4: 
B ) 中 , 过 量 表 达 AsPGRP-LC1la Pi AsPGRP-LC1b 均 
能 够 导致 Cecl 表达 量 升 高 , H Ced 表达 量 升 高 幅 


度 相 当 。 男 外 , 在 两 种 细胞 系 中 ,过 量 表达 
AsPGRP-LCla 和 AsPGRP-LC1b 后 Cecy 表达 量 均 
稍 高 于 过 量 表 达 内 比 亚 按 蚊 AgPGRP-LC] 后 的 情 
况 , 显示 AsPGRP-LCla 和 AsPGRP-LC1b 对 于 Imd 
信号 通路 的 激活 能 力 稍 强 于 AgPGRP-LC1, 其 中 


原因 并 不 清楚 。 
kDa Marker AsPGRP-LC1a AsPGRP-LC1b 


90 -一 
75 一 一 


60 一 一 





40_ | 


图 3 斯 氏 按 蚊 AsPGRP-LCla 和 ASPGRP-LC1b 


在 细胞 内 过 量 表达 后 的 Western blotting 检测 结 采 
Fig. 3 Analysis of ASPGRP-LC1 and AsPGRP-LC1b 





expressed in the cell by Western blotting 
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Cec7y 相 对 奖 光 强度 
Cec! relative light unit (x104) 
nN 


Xt HE Control 





AgPGRP-LC1 AgPGRP-LCla AgPGRP-LCIb 
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Cec7 相 对 荧光 强度 
Cec/ relative light unit (x104) 





对 照 Control AgPGRP-LC1 


AgPGRP-LCla AgPGRP-LC1b 


图 4 IEF AgPGRP-LC] Bh Riki AsPGRP-LCla Pi AsPGRP-LC1b 分 别 在 细胞 系 L3-5 和 MSQ43 
中 过 量 表达 后 其 细胞 中 Cecl 基因 的 相对 表达 强度 
Fig. 4 Relative expression level of Cecy in cell lines L3-5 and MSQ43 after over-expressing AgPGRP-LC1 , 
AsPGRP-LCla and AsPGRP-LC1b6 respectively 
A 和 B 分 别 是 在 细胞 系 13-5 和 MSQ43 中 过 量 表达 的 情况 ;误差 棒 表 示 至 少 3 次 独立 实验 的 标准 偏差 。A and B are the situations in cell lines 


L3-5 and MSQ43 respectively. Error bars indicate standard deviations from at least three independent assays. 





2.4 AsPGRP-LCla 和 AsPGRP-LC1b 在 细胞 系 中 
过 量 表达 对 Gaml 和 Defl 表达 量 的 影响 

为 了 进一步 验证 AsPGRP-LCla 和 AsPGRP- 
LC1b 的 功能 , BET Re Th AS Imd 信号 通 
路 调控 的 抗菌 肽 基因 Caml 和 Defl 的 表达 量 , 得 到 
与 Cecl 类 似 的 结 采 (图 5) 。Dejl GAT Pp 
RHE, 表达 量 相对 较 高 , 不 管 在 有 没有 过 量 表达 
PGRP-LC] 的 情况 下 ,其 表达 量 均 高 于 Caml 和 
Cecl, i) Gaml 和 Cecl 的 表达 量 相 当 。 

AsPGRP-LCla 


AsPGRP-LCIb 
o XR Control 









FANT IE TRE 


Relative light unit (x10*) 





ecl 
图 5 Hp Ped AsPGRP-LCIa PA AsPGRP-LC1b 在 细胞 系 
MSQ43 中 过 量 表达 后 Cecl, Gam? 和 Defl 的 表达 情况 
Fig. 9 Relative expression level of Cec! , GamI and Def! in 
cell line MSQ43 after over-expressing AsPGRP-LCla and 
AsPGRP-LC16, respectively 
误差 棒 表 示 至 少 3 次 独立 实验 的 标准 偏差 。Error bars indicate 


standard deviations from at least three independent assays. 





3 讨论 


本 文 殉 隆 得 到 两 条 斯 氏 按 蚁 PCRP-ZC7 ÆA, 
被 分 别 命名 为 AsPGRP-LCla 和 AsPGRP-LC1b, 
AsPGRP-LCla 比 AsPGRP-LC1b 多 出 一 个 长 度 为 


75 bp 的 外 显 子 , Ib EFEX] EE FEB PCRP-ZC7 
中 也 有 发 现 。 通 过 与 冈比亚 按 蚊 PCRP-ZC7 序列 比 
Xt, 发 现 斯 氏 按 蚊 PCRP-ZC7 与 其 在 核 甘酸 水 平和 
重 日 水 平 相 似 性 分 别 达 到 82% 和 72% , 显示 出 这 
两 个 物种 之 间 很 近 的 杀 缘 关系 。 

之 前 的 研究 已 经 证 明 , 在 冈比亚 按 蚁 细胞 系 
4A3a( Lin et al., 2007) 和 1L3-$(Chen et al., 2009) 中 
过 量 表 达 PCRP-LC1 能 导致 Ind 信号 通路 下 游 的 抗 
歼 肽 基因 表达 量 上 调 。 将 克隆 得 到 的 两 个 基因 分 别 
在 冈比亚 按 蚊 和 斯 氏 按 蚊 细胞 系 中 过 量 表达 , 绪 
显示 克隆 得 到 的 两 条 序列 均 能 很 好 地 启动 Imd 信号 
通路 ,导致 该 通路 调控 的 抗菌 肽 基因 表达 量 提高 。 
而 且 , 对 于 Imd 信和 号 通路 的 激活 程度 , 两 条 基因 之 
间 并 没有 太 大 差别 。 因 此 , AsPGRP-LCla 多 出 的 75 
bp 的 外 显 子 的 功能 并 不 清楚 。 该 外 显 子 位 于 细胞 
膜 外 结构 域 , 因此 我 们 猜想 , 这 种 可 变 剪 切 的 目的 
在 于 扩大 受 体 识别 外 源 物 的 范围 。 在 MSQ43 细胞 
AYP, Defl 的 表达 量 不 管 在 有 没有 过 量 表达 PGRP- 
LCL 的 情况 下 , 均 高 于 Gaml 和 Cec1。 这 应 该 与 搞 
菌 肽 自身 启动 子 特性 有 关 。 之 前 的 研究 发 现 , 去除 
细胞 外 结构 域 的 PGRP-LC 依然 能 够 启动 Imd 信号 
通路 (Choe et al., 2005 ) 。 而 且 , 剪 切 挥 细胞 外 结构 
域 的 PGRP-LC 对 于 Imd 信和 号 通路 的 局 动能 力 反而 
更 强 (Schmidt et al., 2008) ， 且 细胞 膜 外 结构 域 越 
g, Ey PERE (Chen et al., 2009) 。 因 此 ,Schmidt 
等 (2008 ) 提出 假说 ，Imd 信和 号 通路 也 存在 和 Toll 信 
号 通路 类 似 的 激活 方式 , 即 通过 剪 切 细胞 膜 上 的 受 
体 来 实现 。 要 证 明 这 个 假说 , 还 有 很 多 很 多 问题 需 
要 人 解决, 如 是 由 什么 和 蛋 日 来 对 PCRP-LC 进行 剪 切 ， 
这 个 或 这 些 重 晶 又 是 在 什么 情况 下 会 具有 剪 切 的 活 
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性 等 等 。 

另外 , 在 对 采 晶 的 研究 中 发 现 , 对 于 Imd 信号 
通路 的 激活 , 除了 PGRP-LC 在 起 作用 之 外 , 还 有 其 
他 PGRP 和 蛋白 在 起 作用 ,如 PGRP-LE 和 PGRP-LF, 
PGRP-LE 45 PGRP-LC 协同 作用 , 启动 Imd 信号 通 
路 (Kaneko et al., 2006), mi PGRP-LF 则 起 到 负 调 
48 AY VE FA ( Persson et al., 2007; Maillet et al., 
2008)。 但 是 这 些 和 蛋白 在 冈比亚 按 蚊 的 基因 组 中 都 
没有 找到 对 应 的 同 源 和 蛋白 。 是 不 是 按 蚊 中 束 不 存在 
更 多 的 调控 蛋 日 呢 ? 还 是 存在 为 外 的 调控 机 制 ? 这 
些 都 是 吸 待 解决 的 问题 。 之 前 对 于 内 比 亚 按 蚊 的 研 
究 也 暗示 , 在 Imd 信号 通路 的 激活 过 程 中 可 能 存在 
某 些 类 似 细 胞 因子 的 蛋白 在 起 作用 (Lin et al., 
2007)。 但 是 到 目前 为 止 , 也 没有 任何 的 发 现 。 

按 蚊 是 症 疾 、 丝 虫 病 等 传染 性 疾病 的 重要 媒介 ， 

遗传 改造 蚁 媒 , 加 强 蚊 媒 ene 抵御 寄 

生 虫 的 入 侵 , 从 而 切断 寄生 虫 的 传播 通道 , 是 WHO 
早 在 上 世纪 90 年 代 初 就 提出 的 思路 。 te 要 实 
现 这 一 目标 , 首先 就 需要 对 蚊 媒 的 天 生 人 免疫 系统 有 
全 面 的 了 解 。 虽 然 近年 来 在 昆虫 天 生 免 疫 方面 有 很 
多 新 的 发 现 , 但 是 依然 有 很 多 问题 需要 解答 。 目 前 
的 研究 已 经 显示 Imd 信号 通路 与 症 原 虫 的 感染 强度 
存在 密切 的 关系 , 因此, 对 Imd 信号 通路 在 细胞 膜 
上 的 受 体 PCRP-LC 的 功能 以 及 激活 方式 进行 深入 
人 研究 就 显得 更 为 重要 。 


致谢 感谢 中 国 科 学 院 上 海 生 命 科 学 研究 院 植物 生 
理 生 态 SIRIA 良 虎 教授 在 研究 过 程 中 给 予 的 帮助 
和 指导 。 
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